
VI. Identificaci6n de Vibrio cho/erae en ellaboratorio 

Los miembros del genero Viln-io son bacilos gramnegativos curvos 0 

rectos, anaerobios facultativos, aspor6genos y m6viles. Los vibriones pue­
den requerir NaCI 0 que su crecimiento se estimule por la adici6n de este. 
Todos los miembros del genero Vibrio , con excepci6n de V. rnetschnikovii y 
V. gazogenes, son oxidasa positivos y reducen los nitratos a nitritos. La 
familia Vibrionaceae incluye muchas especies, que en su mayor parte son 
habitantes normales del ambiente acuatico. De mas de 30 especies del com­
plejo Vibrio-Photobacterium, solo 12 se han reconocido como pat6genos 
para el ser humano (Cuadro VIol). Aunque la mayor parte de estas 12 es­
pecies se aislan en caso de infecciones intestinales y extraintestinales, solo 
V cholerae se asocia con el c61era epidemico. 

Los vibriones no identificados se han denominado "especies marinas" 0, 

simplemente, "vibriones marinos". Estas especies marinas se definen como 
cepas de Vibrio 0 Photobacterium oxidasa positivas; fermentan la D-glu­
cosa, no crecen en caldo nutritivo sin N aCI, pero crecen si este se agrega. 
La mayor parte de los microorganismos aislados de aguas de los oceanos 0 
los estuarios pertenecen al grupo de "vibriones marinos" y son dificiles de 
identificar excepto en unos cuantos laboratorios especia1izados, Debido a 
que no se asocian con enfermedades humanas, los vibriones marinos de or­
dinario no tienen que ser identificados. Los laboratorios cl!nicos y de salud 
publica por 10 general notifican los vibriones pat6genos para el ser humano 
indicando el genero y la especie, y todos los demas como "vibriones 
marinas". 

La identificaci6n minima de V. cholerae 01 solo requiere la confirmaci6n 
serol6gica de la presencia de antigenos del serotipo 01 en los aislamientos 
sospechosos. Sin embargo, puede ser necesaria una caracterizaci6n mas 
completa del microorganismo que incluya diversas pruebas bioqufmicas asi 
como la determinaciOn de otras caracteristicas. Ellaboratorio debe decidir 
cuando es apropiado realizar estas pruebas adicionales en los aislamientos 
cl!nicos, ya que no deben formar parte de la identificaci6n comun de V. 
cholerae 01. En terminos generales, si el aislamiento proviene de una re­
gi6n amenazada por el c61era epidemico 0 que se encuentra en las primeras 
fases de un brote de c6lera, es apropiado confirmar la producci6n de toxina 
del c61era y la identificaci6n bioquimica. Otras pruebas que podrian brindar 
importante informaci6n de salud publica son las de hem6lisis, biotipifica­
ci6n, subtipificaci6n molecular y sensibilidad a los antimicrobianos. Estas 
pruebas solo se deben realizar en un numero limitado de aislamientos. 
(Vease el Capitulo II, "La funciOn dellaboratorio de salud publica".) 

A. Identlflcacl6n serol6glca de V. cholerae 01 

EI uso de antisueros es uno de los metodos mas rapidos y especificos 
para la identificaci6n de V. cholerae 01. Aunque para el tratamiento del 
c61era no es necesario identificar el serogrupo y el serotipo de los aisla­
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I dentificaci6n de Vibrio cholerae en el laborotorio 

mientos de V. cholerae, esta infonnaci6n puede ser de importancia en epi­
demiologfa y en salud publica (Cuadro VI-2). 

1. Serogrupos de V. cholerae 01 

Con base en la presencia de antfgenos somaticos 0, se ha determinado que 
existen mas de 130 serogrupos de V. cholerae. Sin embargo, solo el sero­
grupo 01 se relaciona con el colera epidemico y pandemico. Otros serogru­
pos se pueden vincular con diarrea grave, pero no poseen el potencial epi­
demico de los aislamientos 01 y no aglutinan con antisueros 01. Es comlin 
el aislamiento de V. cholerae distinto de 01 en muestras tomadas de fuen­
tes ambientales, a pesar de la ausencia de casos de diarrea. Debido a la 
posibilidad de confusi6n, los laboratorios pueden optar por no infonnar el 
aislamiento de V. cholerae distinto de 01 0 infonnan como V. cholerae no 
01, pero cuando se investigan las epidemias de c61era algunos prestadores 
de atenci6n de salud 0 los funcionarios de sanidad quiza no conozcan las im­
portantes diferencias epidemiol6gicas entre los aislamientos 01 y los distin­
tos del 01. EI nombre "Vibrio cholerae" escrito en un infonne de laborato­
rio puede \levar a concluir, err6neamente, que un aislamientos distinto de 
01 tiene importancia epidemiol6gica. La confusi6n se puede evitar con solo 
infonnar si se aisl6 0 no V. cholerae serogrupo 01. 

2. Serotlpos de V. cholerae 01 

Los aislamientos del serogrupo 01 de V. cholerae se han subdividido 
en tres serotipos: Inaba, Ogawa e Hikojima (muy raro). La identificaci6n 
del serotipo se basa en la aglutinaci6n con antisueros dirigidos contra an­
tfgenos tipoespecfficos 0 (vease el Cuadro VI-3). La identificaci6n de es­
tos antfgenos es valida solamente con aislamientos de serogrupos 01. Por 
esta raz6n, los antisueros Inaba y Ogawa nunca deben usarse con cepas 

Cuadra VI-2. Caracteristicas de Vibrio cholerae 

Sistemas de 
tipificaci6n 

Relacionados con 
epidemias 

No relacionados 
con epidemias 

Serogrupos 
Biotipos 

Serotipos 

Producci6n 
de toxina 

01 
Clasico y EI Tor 

Inaba, Ogawa e 
Hikojima 

Produce toxina del 
c6lera" 

Dislintos del 01 (existen > 130) 
Los blotipos no se aplican a las 

cepas que no son 01 
Estos 3 serotipos no se aplican a 

las cepas que no son 01 
Generalmente no producen tmona 

del c6lera, a veces producen 
otras toxinas 

-Existen capas 01 que no son toxigenlcas, pera no esto1n relacionadas con epidemias. 
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ldentificaci6n de Vibrio cholerae en el laboratorio 

Cuadra VI-3. Serotipos de V. cho/erae serogrupo 01 

Aglutinaci6n en suero absorbido Principales lactores 
Serotipo o presentes Ogawa Inaba 

Ogawa A,B + 

Inaba A,C + 

Hikojima A, B,C + + 


que son negativas frente a los antisueros polivalentes 01. Los aislamien­
tos que aglutinan debil 0 lentamente con los antisueros del serogrupo 01 
pero no aglutinan con los antisueros Inaba ni Ogawa no se consideran del 
serogrupo 01. 

Las cepas de un serotipo frecuentemente reaccionan en forma cruzada, 
lenta y debilmente con el antisuero de otro serotipo, 10 cual depende de 
cuan bien sean absorbidos los antisueros especfficos para el serotipo. Las 
reacciones de aglutinacion con antisueros Inaba y Ogawa se examinaran de 
manera simultanea, y la reacci6n mas intensa y mas rapida dara la pauta 
para identificar el serotipo. Si los antisueros estan absorbidos adecuada­
mente, son raras las cepas que aglutinan con una reacci6n vigorosa e igual 
con los antisueros Ogawa e Inaba. Si se sospecha de tales reacciones, las 
cepas se enviaran a un laboratorio de referencia para examen mas a fondo, 
designandolas como "po sible serotipo Hikojima". 

3. Aglutlnacl6n en lamina 

Las pruebas de aglutinaci6n para los antfgenos somaticos 0 de V. chole­
rae se pueden llevar a cabo en una caja de Petri a en una lamina de vidrio 
limpia. Para retirar una porci6n del cultivo de la superficie del agar de in­
fusi6n de coraz6n (HIA), agar hierro de Kligler (KIA), agar de tres azUca­
res (TSI) u otro medio de agar no selectivo, se puede utilizar un asa de 
inoculaci6n, una aguja, un aplicador esteril 0 un palillo de dientes. Dicha 
porci6n se emulsifica en una gota pequena de suero fisiol6gico y se mezcla 
muy bien mediante movimientos de balance de la lamina hacia atras y ade­
lante durante cerca de 30 segundos. Se examina la suspensi6n cuidadosa­
mente para comprobar que sea uniforme y no tenga grumos producidos por 
la autoaglutinaci6n. Si se observa aglutinaci6n, el cultivo se considerara 
"rugoso" y por 10 tanto no se puede serotipificar. Si la suspensi6n es lisa 
(turbia y fluida), se Ie agrega una pequena gota de antisuero. Por 10 gene­
ral, se mezclan volumenes casi iguales del antisuero y la suspension de co­
lonias, pero el volumen de suspensi6n puede ser hasta el doble del volumen 
de antisuero. Para ahorrar antisuero se pueden utilizar volumenes muy pe­
quenos, incluso de 10 .,.1. Se mezclan bien la suspensi6n y el antisuero, y se 
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balancea la lamina hacia atras y adelante para obsel"Var la aglutinaci6n. Si 
la reacci6n es positiva, en un lapso de 30 segundos a 1 minuto aparece una 
aglutinaci6n muy intensa (Figura VI-I). 

B. Identlflcacl6n bloquimlca de V. cholerae 
Debido a que la confirmaci6n de V. elwlerne 01 requiere tan solo la 

identificaci6n de los antigenos del serotipo 01 por aglutinaci6n en l>imina, 
la confirmaci6n bioquimica rara vez es necesaria (v~ase el Capitulo II, "La 
funci6n dellaboratorio de salud publica"). En el Cuadro VI-4 se presenta 
una breve lista de pruebas bioqufmicas que se pueden utilizar para confir­
mar aislamientos de V. elwlerae. Si los resultados de las pruebas con un 
aislamiento son los mismos que se muestran en el Cuadro VI-4, la identifi­
caci6n del aislamiento se confirma como V. elwlera'!. Sin embargo, si el ais­
lamiento no da los resultados que se muestran en el cuadro, sera necesario 
aplicar pruebas adicionales para la identificaci6n. Veanse en el Capitulo XI, 
"Preparaci6n de medios de cultivo y reactivos", las instrucciones para pre­
parar los medios de cultivo y los reactivos para las pruebas bioqufmicas 
que se muestran en el Cuadro VI-4. EI uso de los medios de cultivo KIA 0 

TSI , las pruebas de la oxidasa y del ''hilo mucoide", y las reacciones de ar­
ginina y liRina pueden ser utiles para seleccionar aislamientos que parezcan 

Figura VI-1. Los antisueros contra el serogrupo 01 de II. cho/erae aglutinan los mi­
croorganismos hom610gos (izquierda). Un testigo de suero normal a de soluci6n sa­
lina (derecha) no presenta aglutinaci6n. 
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Cuadro VI-4. Caracteristicas bioquimicas de aislamientos tipicos de 
\I. cholerae 01 

Prueba % Positivo 

Oxidasa 100 
Hllo mucoide 100 
Agar hierro de K1igler KIA. sin gas, sin H,S 
Agar hierro de tres azlJcares NA, sin gas, sin H,S 
Glucosa' (producci6n de acido) 100 
Glucosa (producci6n de gas) o 
Sacarosa (producci6n de acido) 100 
Lisinaa 99 
Arginina· o 
Omitina· 99 
Crecimiento en 0% de NaCI b 100 
Crecimiento en 1 % de NaCI b 100 
Voges-Proskauer' 75' 

Nota: KIA = alcalinidad/acidez; AlA = acidez/acidez. 
'Modificada mediante Ia adicl6n de 1" de NaCI. 
'Base de caldo nll1r~1vo (Oifco laboratories). 
eu mayor parte de los aislamientos de V. choleras serotipo 01, biotipo EI TOf, dan positiva Ia 
proeba de Voges~ProskauBr, mienlras que las capas del biotipo clllsico la dan negativa. 

V. elwlerne. Los procedimientos de selecci6n para muestras fecales y am­
bientales se exponen en los Capltulos IV y V. 

1. Prueba de la oxldasa 

La prueba de la oxidasa se lIeva a cabo con colonias aisladas reciente­
mente en agar de infusi6n de coraz6n (HlA) con plano inclinado 0 en cual­
quier otro medio que no contenga carbohidratos. Nose utilizaran colonias 
aisladas en agar TCBS. Se colocan dos 0 tres gotas del reactivo de oxidasa 
(tetrametil-p-fenilendiamina all%) sobre un pedazo de papel filtro en una 
caja de Petri. Se extiende el cultivo sobre el papel htlmedo con un asa de 
platino (no de nicrornio), un aplicador de madera 0 un paIiIlo de dientes es­
Mril. En una reacci6n positiva, el cultivo bacteriano se toma morado 05­

curo en 10 segundos (Figura VI-2). No se toma en cuenta el color que 
aparezca despues de 10 segundos. Deben probarse al rnismo tiempo testi­
gos positivo y negativo. Los rnicroorganismos de los generos Vibrio, Neil3­
s.ma, Campyiobacter, Aeromonas, Plesiomonas, Pseudomonas y Alcalige­
nes son oxidasa positivos; los de la familia Enterobact.m.aceae son oxidasa 
negativos. 

2. Prueba del hila mucolde 

La prueba de la hebra 0 hilo mucoide se puede realizar en un portaoh­
jetos 0 en una caja de Petri de plastico, donde se suspenden colonias (ob­
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Figura VI-2. Una prueba posijiva de la oxidasa (como se muestra aquQ da por re­
suttado la aparici6n de un color morado oscuro en 10 segundos. V. cho/erae es oxi­
dasa positivo, 10 cual 10 dnerencia de los microorganismos oxidasa negativos tales 
como los miembros de la familia Enterobacteriaceae. 

tenidas por cultivo durante 18 a 24 horas en agar de infusi6n de coraz6n u 
otro medio no inhibitorio) en una gota de soluci6n acuosa de desoxicolato 
de sodio al 0,5%. Si el resultado es positivo, las c"lulas bacterianas se lisan 
por efecto del desoxicolato, con 10 cualla suspensi6n perder:! turbidez y el 
DNA liberado de las c"lulas lisadas ocasionara que la mezcla se haga vis­
cosa. AI retirar lentamente de la suspensi6n el asa, se forma un "hilo" mu­
coide (Figura VI-3). La mayor parte de los vibriones son positivos, en 
tanto que las cepas de Aeromonas suelen ser negativas. 

3. Agar hierro de KUgler 0 agar hierro de tres azucares 

EI agar hierro de Kligler (KIA) y el agar hierro de tres azt1cares (TSI) 
son medios selectivos que contienen carbohidratos y son de uso general en 
la microbiologfa de diagn6stico. Aunque se usan de modo parecido, contie­
nen distintos carbohidratos. Las reacciones de V. elwlerae en KIA, que con­
tiene glucosa y lactosa, son similares a las de los miembros de la familia 
Enterobacteriaceae que no fermentan la lactosa (KIA, y no producen gas ni 
H2S) (Figura VI-4). EI medio TSI, que contiene sacarosa ademas de glu­
cosa y lactosa, presenta reacciones de AlA y no produce gas ni H2S. Los 
tubos de KIA 0 TSI con plano inclinado se inoculan mediante picadura y 
estriaci6n. Los tubos se incuban a una temperatura de 35" a 37 "C y se 
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Figura VI-3. Se mueslra aqul una prueba del hilo mucoide 
posniva con V. cholerae; es un metodo rapido y sencillo 
para distinguir entre el genero Vibrio (fundamentalmente 
pos~ivO) y Aeromonas (casi siempre negativ~). 

Figura VI-4. Reacciones de V. cholerae en agar hierro de Kli­
gler (izquierda) y agar hierro de Ires azucsres (derecha). 
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examinan despues de 18 a 24 horas. Las tapas de todos los tubos de las 
reacciones bioqufmicas deben mantenerse poco apretadas antes de la incu­
baci6n, pero esta condici6n es particularmente importante para los tubos de 
KIA y agar TSl. Si las tapas estAn demasiado apretadas y existen condi­
ciones anaerobias en dichos tubos, las reacciones caracterfsticas de V. chole­
rae quiza no se presenten y puede ocurrir una reacci6n inapropiada. 

4. Carbohldratos 

Los caldos de glucosa y sacarosa deben inocularse !igeramente con cul­
tivos recien obtenidos. Los caldos se incuban a una temperatura de 35' a 
37 'c y se observan a las 24 horas. Si las pruebas de fermentaci6n son nega­
tivas a las 24 horas, hay que incubarlos hasta 7 dias. Cuando se utiliza indi­
cador de Andrade en el medio de cultivo, la producci6n de acido se pone de 
manifiesto par la aparicion de color rosado (Figura VI-5). V. cholerae fer­
menta la glucosa y la sacarosa, pero no produce gas a partir de eUas. 

5. Reacclones de descarboxl\asa y dlhldrolasa 

Los caldos para las pruebas de arginina, !isina, ornitina y testigo (sin 
aminaacidos), modificados por la adici6n de 1% de N aCi, se inoculan !igera-

Rgura VI-S. Con at indicador de Andrade en el media de car­
bohidratos, si hay fermenlaci6n aparece un color rosado; en 
las reacoiones negativas el color es amarillo. 
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mente a partir de un cultivo recien obtenido. Al caldo en cada tuba se 
agrega una capa superficial de aceite mineral esteril de 4 a 5 mm de espe­
sor. Se incuba a una temperatura de 35' a 37 'C y se lee a las 24 y 48 
horas, pero si la prueba es negativa se incuba hasta 7 dfas. Cuando se utili­
zan como indicadores el pUrpura de bromocresol y el rojo de cresol, una 
reacci6n alcalina (positiva) da color morado, en tanto que una reacci6n ne­
gativa 0 acida se indica por un color amarillo (Figura VI-6). La prueba es 
valida solamente si el tuba testigo permanece negativo (amarillo). V. ehole­
rae es tipicamente positivo para la descarboxilasa de Iisina, en tanto que 
otras especies de Vibrio son negativas y las de Aeromonas dan reacciones 
variables. V. chole:rae es tipicamente negativo para la dihidrolasa de argi­
nina, en tanto que Ae:romonas, Plesiomonas y ciertas especies de Vibrio 
son positivos. V. chole:rae es positivo para la descarboxilasa de omitina. 

Thbos de agar can hierro y lisina y de glucosa can arginina de 
plano inclina40 

En lugar del caldo de Iisina (vease el parrafo precedente), para investi­
gar la producci6n de descarboxilasa de Iisina se puede usar un tubo de 
agar con hierro y lisina (LIA) de plano inclinado. De modo analogo, en lu­
gar del caldo de arginina, para investigar la producci6n de dihidrolasa de 
arginina se puede utilizar un tubo semejante de glucosa con arginina 
(AGS; Administraci6n de Alimentos y Medicamentos de los Estados Uni­
dos. Bacte:riological Analytical Manual, 6' edici6n. Arlington, Virginia: 

Figura VI·5. Reaeeiones de descarboxilasa y dihidrolasa para V. cholerae; de iz­
quierda a derecha: lisina (+), arginina (-), orn~ina (+) y testigo (-). 
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Association of Official Analytical Chemists, 1992). Estos tubos de plano in­
clinado se utilizan con mayor frecuencia como parte del proceso de selec­
ci6n (veanse los Capftulos IV y V). Los tuhos de LIA y AGS se inocuIan 
mediante picadura y estriaci6n. Los microorganismos que producen descar­
boxilasa de lisina en LIA (0 dihidrolasa de arginina en AGS) causan una 
reacci6n alcalina (color morado) en todo el medio. Los microorganismos que 
no poseen estas enzimas producen tfpicamente una superficie alcalina (mora­
do) y un fondo :1cido (amarillo). V cholerae da una reacci6n KIK en LIA 
(lisina positiva), pero produce una reacci6n KIA (arginina negativa) en 
AGS. 

6. Caldos con sal 

Los caldos con sal al 0% y aI 1% (base de caldo nutritivo [Difco Labora­
tories, Detroit, Michigan); veanse en el Capitulo XI, "Preparaci6n de me­
dios de cultivo y reactivos", las instrucciones especiales para la preparaci6n 
de los caldos con sal) se inoculan muy ligeramente con un cultivo recien ob­
tenido. EI in6culo dehe ser tan ligero que no cause turbiedad antes de in­
cubar los caldos. Los caldos se incuban a una temperatura de 35· a 37 ·C y 
se leen a las 18 a 24 horns. Si no hay crecimiento de un dfa para otro, se 
incuban hasta 7 dfas (Figura VI-7). 

7. Prueba de Voges-Proskauer 

Ellaboratorio de referencia de los Centros para el Control y la Preven­
ci6n de Enfermedades (CDC) utiliza una modificaci6n de la prueba de 
Voges-Proskauer que aumenta la sensibilidad con los vibriones. SegUn esta 

Figura VI-7. V. cholerae 
creee en ausancia de NaCI 
(tuba 8), pero el crecimiento 
se ve estimulado aJ agre­
garse NaCI aJ 1% (tubo A). 
EI tuba C, NaCI al 0%, ino­
culado con V. parahaemolyti­
CUS, no muestra crecimiento. 

A B c 
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modificaci6n, en el medio (caldo de Voges-Proskauer con rojo de metilo 
[MR-VPJ) se incorpora 1% de NaCl; ademas, el reactivo A consiste en 5% 
de alfa naftol en etanol absoluto, y el reactivo B es una soluci6n de 0,3% de 
creatina en 40% de hidr6xido de potasio (KOH). EI microorganismo de 
prueba se incuba en el caldo de MR-VP durante 48 horas antes de que se 
agreguen los reactivos A y B. Un color rojo cereza indica una reacci6n 
positiva (Figura VI-8). 

B. Senslbllldad al compuesto vlbrlostldlco 0/129 

La sensibilidad de los microorganismos al fosfato de 2,4-diamino-6, 7­
diisopropil-pteridina (denominado compuesto 0/129 0 vibriostatico) se ha 
recomendado y usado como un metoda primario para diferenciar entre 
Vibrio (sensible al 0/129) y Aeromonas (resistente al 0/129). Si bien la 
mayor parte de los aislamientos de V. eholerne han sido sensibles al 0/129, 
varios informes recientes han descrito aislamientos clinicos y ambientales 
que fueron resistentes a este compuesto. En dichos informes, aislamientos 
de V. cholerae 01 y distintos de 01 fueron resistentes a 10 y 150 flog de 
0/129, a semejanza de Aeromonas. Debe tenerse precauci6n cuando se re­
curre a esta prueba. 

C. Pruebas de hem611sis 
Hist6ricamente, los biotipos elasico y EI Tor se diferenciaban por la ca­

pacidad del grupo EI Tor para lisar los eritrocitos. Sin embargo, hacia 1972 
casi todos los aislamientos de EI Tor en el mundo eran no hemoliticos. Las 

Figura VI-B. V. cholerae pro­
duce acetoina, la cual se de· 
tecta en la prueba de Voges­
Praskauer por la aparici6n 
(reacci6n pos~iva) de un 
color rajo (izquiarda). A la 
derecha sa obsarva una 
reacci6n negativa. 
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dos excepciones de esta tendencia han sido las clonas de V. cholerae 01 en­
contradas en las aguas del Golfo de M~xico correspondientes a los Estados 
Unidos y en Australia, que son intensamente hemolfticas cuando se anali­
zan en placa 0 en tubo (Cuadro VI-5). Por esta raz6n, la hem61isis sigue 
siendo un rasgo fenotlpico util para diferenciar las clonas de V. cholerae 01 
de las dos regiones mencionadas de las cepas EI Thr del resto del mundo, 
incluida America Latina. 

1. Hem611sls en piece 

Para obtener colonias aisladas, deben inocularse por estriaci6n placas de 
agar sangre que contengan de 5% a 10% de sangre de carnero. Las placas 
se incuban a una temperatura de 35· a 37 ·C durante 18 a 24 horas. Las 
colonias hemolfticas presentan zonas claras alrededor cuando se han lisado 
por completo los eritrocitos, y una cepa hemolftica presuntivamente se 
debe comparar con una cepa testigo intensamente hemolftica (Figura VI-9). 
Las cepas que producen hem6lisis incompleta (los eritrocitos no desapare­
cen por completo) no se deben notificar como hemolfticas. 

En placas de agar sangre de carnero y en condiciones aerobias, V. chole­
rae no hemolitico frecuentemente produce una franja verdosa alrededor de 
las colonias confluentes, pero no en torno de las colonias bien aisladas. Este 
fen6meno, descrito con frecuencia como "hemodigesti6n", se produce por la 
inhibici6n de los subproductos metab6licos que se producen durante la in­
cubaci6n anaerobia de la placa de agar sangre. Por esta raz6n, cuando el 
crecimiento sucede en condiciones aerobias, la hem6lisis se determinara al­
rededor de las colonias aisladas, no en las zonas de confluencia de colonias. 
Asimismo, las placas de agar sangre en condiciones aerobias no deben incu­
barse por mas de 18 a 24 horas, ya que el efecto de hemodigesti6n se ve 
acentuado por perfodos de incubaci6n mas largos. 

La incubaci6n aerobia de la placa durante 24 horas como maximo, 
aunque no es 6ptima para la detecci6n de hem6lisis, permitira la diferencia-

Cuadro VI-5. Actividad hemolitica 

de V. cholerae 01, biotipos clasico 

y EI Tor 


Biotipo/ubicaci6n Actividad hemolitica 

Clasico Negativa 
EI Tor/Australia Fuertemente pos~iva 
EI Tor/Costa del Golfo de Fuertemente pos~iva 

Mexico en los Estados Unidos 
EI Tor/America latina Negativa 
EI Tor/Asia, Africa, Negativa 

Europa, Pacifico· 

"Capas .islades entre '963 Y , 992. 
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carnero. 

ci6n de cepas intensamente hemolfticas, tales como las clonas de las aguas 
del Golfo de Mexico correspondientes a los Estados Unidos y las de Aus­
tralia, de las cepas no hemolfticas latinoamericanas. Si los resultados de la 
hem6lisis en placa no son concluyentes, se recurre al metodo de hem6lisis 
en tubo, el cual tiene menos riesgo de una falsa interpretaci6n. 

2. 	Hem6l1sls en tubo 

Testigos: se uti1izan dos cepas bien caracterizadas de V. eholerne; una 
debe ser acentuadamente hemolftica, y la otra, no hemolftica. 
1) 	Se lavan 20 ml de eritrocitos de camero en 25 ml de soluci6n salina con 

amortiguador de fosfato (PBS), 0,01 M, pH de 6,8 a 7,2. EI lavado se 
repite dos veces en cada cicio, y se practican en total tres ciclos. Se pre­
para una suspensi6n al 1% (volumenlvolumen) de concentrado ("pa­
quete") de eritrocitos de camero en PBS. 

2) 	A partir del cultivo recien obtenido, las cepas de prueba y las testigo se 
inoculan en caldo de infusi6n de coraz6n (0 caldo de tripticasa de soya) 
con 1% de glicerol (pH 7,4) Y se incuban a una temperatura de 35° a 
37°C durante 24 horas. Despues de la incubaci6n, se centrifuga cada 
caldo para sedimentar las celulas bacterianas; se retira el sobrenadante 
con una pipeta Pasteur. 

3) 	Se divide el sobrenadante en dos porciones iguales. Una alfcuota se ca­
lienta a 56 °C durante 30 minutos. Se hacen diluciones dobles seriadas 
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en PBS (se diluye hasta 1:1.024) de los sobrenadantes calentados y no 
calentados. 

4) Se agregan 0,5 mI de la suspensi6n al 1% de eritrocitos de camero en 
PBS a 0,5 ml de cada diluci6n del sobrenadante. 

5) Se incuban en baiio de Maria a 37 ·C durante dos horas. Se retiran las 
suspensiones del baiio y se mantienen a 4 ·C de un dla para otro. 

6) 	Se examinan en busca de signos de hem6lisis. Los eritrocitos no lisados 
se depositaran en el fondo del tubo de prueba y formaran un ''bot6n'' 
(Figura VI-I0). Si los eritrocitos se lisan por efecto de la hemolisina, no 
habra bot6n. Los titulos de hemolisina se expresaran como la diluci6n 
mas alta en la que se present6 hem6lisis completa. 

7) 	Se comparan los resultados de los sobrenadantes calentados y no calen­
tados. Los tubos calentados no deben presentar hem6lisis, ya que la 
hemolisina de V elwlerae es termolabil y, si se encuentra, se inactiva 
por la incubaci6n a 56 ·C (paso 3, arriba). Los tltulos de 2 a 8 se consi­
deran intermedios, y los de 16 0 mayores, intensamente positivos. 

D. 	 Pruebas para determlnar los blot/pos de V. cho/erse 01 
La diferenciaci6n de V. elwlerae 01 en los biotipos clasico y EI Tor no 

es necesaria para el control 0 tratamiento de los pacientes, pero puede 

Figura VI-I O. En el tuba de la izquierda se muestra Ia prueba de hem6lisis en tuba, 
caraclerizada por la ausencia de un "bal6n" de eritrocttos sedimentados y la pre­
sencia de hemoglobina libre en el sobrenadanle. 
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ser de importancia en salud publica 0 en epidemiologfa para ayudar a iden­
tificar la fuente de la infecci6n; particularmente cuando el c61era se diag­
nostica por primera vez en un pafs 0 zona geogrAfica. Solamente se debe 
biotipificar un nUmero limitado de aislamientos cuidadosamente selecciona­
dos. La biotipificacion no es apropiada para V. clwlerae distinto de 01, y las 
pruebas pueden dar resultados atlpicos para V. elwlerae 01 no toxigenico. 
Las pruebas enumeradas en el Cuadro VI-6 se utilizan corrientemente 
para determinar el biotipo de V. clwlerae 01. Se deben utilizar por 10 
menos dos de estas pruebas para determinar el biotipo, debido a que los 
resultados varian entre los distintos aislamientos. 

EI biotipo EI Tor es el que predomina actualmente en todo el mundo y 
es el unico que se ha aislado en el continente americano. Es raro observar 
el biotipo clAsico, excepto en Bangladesh. 

1. Prueba de Voges-Proskauer 

Para diferenciar entre los biotipos EI Tor y cb\sico de V. elwlerae 01, se 
utiliza la prueba de Voges-Proskauer. Por 10 comun, los biotipos clAsicos 
dan resultados negativos, mientras que los aislamientos de El Tor general­
mente son positivos. 

2. Senslbllldad a la pollmlxlna B 

Para diferenciar los biotipos de V. elw/erne 01 se ha utilizado la sensibi­
lidad al antimicrobiano polimixina B (vease en la secci6n E de este capitulo 
la descripcion de los procedimientos de las pruebas de sensibilidad a los an­
timicrobianos). En esta prueba se utiliza un disco de polimixina B de 50 uni­
dades (Mast Diagnostics, Merseyside, Reina Unido) y cepas conocidas de 
biotipo clAsico y El Tor como testigos. EI biotipo EI Tor suele ser resis­
tente a esta concentraci6n de polimixina B y no da una zona de inbibici6n 
(Figura Vl-H). Si hay cualquier duda sobre el resultado de esta prueba, se 

Cuadro VI-S. Diferenciaci6n de los biotipos clasico y EI Tor de V. 
cholerae serogrupo 01 

Biotipo 

Propiedad Clasico EI Tor 

Prueba de Voges·Proskauer (modilicada + 
con 1 % de NaCI) 

Zona alrededor del disco de polimixina B + 
(50 U) 

Aglutinacl6n de er~roc~os de polio + 
Usis p~r bacteri6fago: 

clasico IV + 
EI Tor 5 + 
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Figura VI-11. La cepa EI Tor de V. cholerae 01, a Ia izquierda, es resistente a la 
acci6n del antimicrobiano polimixina B (disco de 50 unldades). La cepa cl"'sica de 
V. cholerae 01, a la derecha, muestra una zona caracleristica de inhiblci6n. 

rea1izan otras pruebas de hiotipificaci6n 0 el aislamiento se env(a para con­
firmaci6n a un lahoratorio de referencia. Las cepas chlsicas, par 10 general, 
son sensibles a la palimixina B y dariln una zona de inhibici6n. Debido a 
que el tamaiio de la zona no es importante, cualquier zona se interpreta 
como un resultado positivo. 

3. Hemaglutlnacl6n (prueba directs) 

Se pileden uti1izar eritrocitos frescos de polio 0 de carr,cl'U para este anAli­
sis. A partir de eritrocitos lavados (tres veces) y concentrados (por centri­
fugaci6n) se prepara una suspensi6n al 2,5% (volumenlvolumen) en soluci6n 
salina normal, despues del lavado final. Se coloca una gran asada de sus­
pensi6n de eritrocitos en una lamina de vidrio. Con una aguja 0 asa se 
toma una porci6n pequel\a de colonias cultivadas en agar no selectivo y se 
mezcla bien con los eritrocitos. Cuando la prueha es positiva, la aglutina­
ci6n de los eritrocitos ocurre en 30 a 60 segundos (Figura VI-12). Con cada 
nueva suspensi6n de eritrocitos se deben uti1izar cepas testigo hemaglutinan­
te (El Tor) y no hemaglutinante (cIAsica). Las cepas de V. cholerae 01 chl­
sico que lIevan mucho tiempa en el laboratorio 0 que son producto de pases 
repetidos en caldo pueden causar hemaglutinaci6n y no deben uti1izarse 
como testigos. 
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Figura VI·12. V. cho/erae 0 1 biotipo EI Tor aglutina los eritrocitos de camero como 
se mueslra a la izqulerda. E1 biotipo clasico de V. cho/erae 01, a la derecha, no 
aglutina los er~roc~os. 

4. Senslbilidad a los bacterl6tagos 

Se puede detenninar el biotipo por la sensibilidad de un aislamiento del 
serogrupo 01 de V. cholerae a un bacteri6fago especifico. Las cepas clasicas 
de V. cholerae 01 son sensibles al bacteri6fago del c61era "clasico IV"; los 
aislamientos de EI Tor son sensibles aI bact eri6fago "EI Tor 5". Aunque es­
tas pruebas son muy confiables, la propagacion, el almacenamiento y el uso 
de bacteri6fagos es tecnicamente muy exigente y por 10 comun se realiza 
en muy pocos laboratorios de referencia. Si se requiere la detenninaci6n 
del biotipo mediante sensibilidad a bacteri6fagos, debe realizarla un labora­
torio que utilice comunmente este metodo. 

A continuaci6n se describe en forma resumida el uso de bacteri6fagos 
en la biotipificaci6n de V. cholerae 01. EI aislamiento que se va a someter a 
prueba proviene de un cultivo puro de 18 a 24 horas en un medio no inhibi­
torio. La muestra se inocula en caldo de infusi6n de cerebro y coraz6n 
(0 caldo con tripticasa de soja) y se incuba durante 6 horas a una tempera­
tura de 35· a 37 ·C. A continuaci6n, se siembra una muestra del aisla­
miento en la fase exponencial (\ogaritmica) del crecimiento (densidad 6ptica 
= 0,1) en una placa de agar de infusi6n de cerebro y coraz6n; para ese 
efecto, se humedece un hisopo de algod6n en el caldo de 6 horas y se frota 
Iigeramente toda la superticie. Las cepas testigo positiva y negativa tam­
bien se deben inocular. Se apJica al cultivo bacteriano confluente una gota 
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del bacteri6fago a la diluci6n de prueba establecida (una medida de la con­
centraci6n de partfculas del bacteri6fago activo). La placa se incuba de 18 a 
24 horas y se lee entonces. Si las bacterias son sensibles al bacteri6fago, se 
lisaran y habra una zona de !isis en la capa de crecimiento conlluente. 

E. 	Prueba de senslbllldad a los antlmlcroblanos (metodo de 
dlfusl6n de disco en agar) 
Debido a que la resistencia antimicrobiana ha sido un problema que va 

en aumento en algunas partes del mundo, la sensibilidad de las cepas de V. 
cholerae 01 a los antimicrobianos debe vigilarse periodicamente. Aunque la 
tecnica de difusi6n de disco es el metoda mas corriente para efectuar prue­
bas de sensibilidad a los antimicrobianos, no se han establecido criterios in­
terpretativos para V. cholerae 01 y se desconoce la confiabilidad del me­
todo para este microorganismo. Se deben utilizar los metodos de diluci6n 
en agar 0 en caldo para obtener resultados exactos de sensibilidad de V. 
cholerae 01. En el Manual of Clinical Microbiology se encuentra la des­
cripcion de estos procedimientos. Si un laboratorio no puede efectuar de 
rutina una de las tecnicas de dilucion, se utilizarl1 el metodo de difusion de 
disco para investigar la resistencia antimicrobiana. En el Cuadro VI-7 se 
presentan los criterios de interpretacion para los agentes antimicrobianos 
actualmente recomendados poria Organizacion Mundial de la Salud para el 
tratamiento del colera (tetraciclina, doxiciclina. furazolidona, tl'imetoprima­
sulfametoxazol, eritromicina y cloranfenicol) as! como para otros antimicro­
bianos de uso comun. Estos criterios, que se han estandarizado para la 
familia Enterobacteriaceae, pueden servir provisionalmente como pautas 
sobre el tamaiio de la zona de inhibicion para detectar la resistencia a los 
antimicrobianos de V. cholerae 01 hasta que se validen los crlterios de in­
terpretacion. Al hacer la seleccion con el metodo de difusion de disco, cual­
quier aislamiento que encaje en la categoria de resistencia 0 sensibilidad 
intermedia se debe someter a prueba con un metodo de dilucion para de­
terminal' la concentraci6n inhibitoria minima del farmaco en cuestion. 

Procedimiento para la di/bsi6n de disco en agar 

Para conocer una descripci6n mas completa de este metodo, se sugiere 
allector consultar el Manual of Clinical Microbiology. 

EI agar de Mueller-Hinton debe p"epal'arse y esterilizarse en el auto­
clave de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Una vez que se ha 
enfriado aproximadamente a 50 'C en banD de Marfa, el medio se vacfa en 
cajas de Petri de 15 x 150 mm de diametro y con una profundidad de 
4 mm (cerca de 60 a 70 ml por placa). Se secan las placas en una incuba­
dora durante 10 a 30 minutos antes de su USO. 

Se prepara un patron de turbiedad de McFarland 0,5, para 10 cual se 
agregan 0,5 ml de 1.175% de soluci6n (peso/volumen) de cloruro barico dihi­
dratado (BaC1;2H,O) a 99,5 ml de acido sulfUrico al 1%. EI patr6n de tur­
biedad debe estar en un tuba de ensayo identico al que se utiliza para 
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cultivar en el caldo el rnicroorganismo en estudio. EI patr6n de McFarland 
se cierra con cera, cinta Parafilm u otro medio que permita evitar la eva­
poraci6n, y se puede almacenar hasta por 6 meses a temperatura ambiente 
(22" a 25 "C) en la oscuridad. 

Cada cultivo sujeto a prueba se sembrara por estriaci6n sobre un medio 
de agar no inhibitorio (agar sangre, agar de infusi6n de cerebro y coraz6n 
o agar con tripticasa de soja) para obtener colonias aisladas. Tras la incuba­
ci6n a una temperatura de 35" a 37 "C por 18 a 24 horas, con una aguja 0 

asa de inoculaci6n se seleccionan colonias bien aisladas y se transfieren a 
un tubo de caldo esteril (caldo de Mueller-Hinton, caldo de infusi6n de cora­
z6n 0 caldo con tripticasa de soja). Se emulsifica una cantidad suficiente de 
cultivo bacteriano en el caldo, de tal forma que la turbiedad se aproxime a 
la del patr6n de McFarland 0,5. Esta comparaci6n se facilita si los tubos se 
observan contra el trasfondo de una hoja de papel blanco en la cual se han 
dibujado lfneas negras netas. Si fuera necesario, la turbiedad se ajusta 
agregando caldo esteril. A los 15 rninutos de haber ajustado el grado de 
turbiedad, se sumerge en la suspensi6n un hisopo esteril no t6xico. EI hiso­
po se oprime con firmeza contra las paredes interiores del tubo, exacta­
mente por encima del nivel del Ifquido, y se rota para elirninar el exceso de 
Ifquido. Se pasa tres veces el hisopo sobre toda la superficie del medio, tra­
zando estrfas y rotando la placa aproximadamente 60 grados despues de 
cada aplicaci6n para lograr la distribuci6n uniforme del in6culo. Por ultimo, 
se frota el hisopo siguiendo el borde de la superficie de agar. 

Los discos de antirnicrobianos deben guardarse en el refrigerador. Des­
pues de retirar los recipientes del refrigerador, se dejan cerrados a tem­
peratura ambiente por una hora, aproximadamente, para perrnitir que la 
temperatura se equilibre. Esto reduce el grado de condensaci6n que se 
presenta cuando el aire tibio alcanza el envase frio. Si se utiliza un aparato 
distribuidor de discos, este debe tener una cubierta que ajuste bien, guar­
darse en el refrigerador y dejarse entibiar a temperatura ambiente antes 
de su uso. Los discos de antirnicrobiano se colocan en las placas tan pronto 
como sea posible, pero no mas de 15 minutos despues de la inoculaci6n. 
Una vez que los discos se colocan en la placa, esta se pone en una incuba­
dora a 35 "C durante 16 a 18 horas. 

Despues de la incubaci6n por 18 a 24 horas, se rnide el diametro de la 
zona de inhibici6n completa (incluido el diametro del disco) y se registra en 
milfmetros. Las mediciones se pueden hacer con una regia en la superficie 
inferior de la caja de Petri, sin necesidad de destaparla. Con las sulfonami­
das y la trimetoprima-sulfametoxazol, puede observarse un crecirniento es­
caso en la zona de inhibici6n. Cuando esto sucede, se prescinde de dicho 
crecirniento escaso (80% de inhibici6n) y el diametro de la zona se rnide 
hasta el borde del crecimiento abundante. Las zonas de inhibici6n del creci­
rniento se comparan con el cuadro de interpretaci6n del tamafio de la zona 
(vease el Cuadro VI-7), y para cada farmaco sometido a prueba el resul­
tado se anota como sensible, sensibilidad intermedia 0 resistente. 
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Las variaciones en los medios de cultivo, el tamano del in6culo, el 
tiempo de incubaci6n, la temperatura y otros factores influyen en las prue­
bas de sensibilidad. Para obtener resultados conflables es importante in­
cluir microorganismos testigo con cada prueba y seguir el procedimiento 
con precisi6n (vease el Cuadro VI-7, donde aparecen los diametros de las 
zonas de inbibici6n para la cepa de control de calidad). Una disminuci6n en 
la potencia de los discos atribuible al alrnacenamiento puede ponerse de 
manifiesto por una disminuci6n en el tamano de la zona de inbibici6n alre­
dedor de la cepa testigo. 
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